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(57) Abstract 

Staple and semi-staple oligonucleotides useful as 
anti-sense molecules in cosmetics, diagnosis and espe- 
cially pharmacology, and methods of preparation of such 
molecules. The staple and semi-staple oligonucleotides of 
the present invention are oligonucleotide type molecules, 
the 3* terminal or the two 3' and 5 1 terminals being en- 
gaged in intramolecular hydrogen bindings between pairs 
of complementary bases. As a result,thesc molecules are 
better able to withstand exonuclease attacks and act with 
greater durability as an anti-sense factor than the corre- 
sponding nuclear oligonucleotides. 

(57) Abrege 

La presente invention conceme des oligonucleotides 
agrafes ou semi-agrafes utiles, notamment, a des fins phar- 
macologiques, comme molecules anti-sens ou a des fins 
cosmetologiques ou diagnostiques, ainsi que les methodes 
d'obtention de telles molecules. Les oligonucleotides 
agrafes et semi-agrafes objets de la presente invention 
sont des molecules de nature oligonucleoddique dont 
Textremite 3' ou les deux extremities 3' et 5' sont en- 
gagers dans des liaisons hydrogenes mtra-moleculaires 
cntre paires de bases complementaixes. Ces molecules 
presentent, par suite, une resistance accrue aux attaques 
exonuclcasiques et peuvent agir comme facte ur anti-sens 
avec une plus grande perennite* que les oligonucleotides 
nucleaires correspondents. 
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OUGONUCLEOTIDES AGRAFES ET SEMI-AGRAFES, 
PROCEDE DE PREPARATION ET APPLICATIONS. 

La presente invention concerne un nouveau type 
d 'oligonucleotides. Les oligonucleotides selon l'invention sont de courtes 
5 molecules synthetiques d'ADN, d'ARN ou mixtes. En particulier les 
oligonucleotides dits "antisens" ont une sequence complementaire a une 
sequence cible appartenant a un gene ou a un ARN messager dont on 
desire bloquer specifiquement I'expression. Les oligonucleotides antisens 
peuvent etre diriges centre une sequence d'ARN messager, ou bien contre 

10 une sequence d'ADN. Les oligonucleotides antisens hybrident a la 
sequence dont ils sont complementaires et peuvent ainsi bloquer 
I'expression de TARN messager portant cette sequence. 

Le terme "oligonucleotide" est ici utilise de fagon generate pour 
designer un polynucleotide de 2 a 100, et plus generalement de 5 a 50, 

15 nucleotides en serie ribo-, desoxyribo- ou mixte. Lorsqu'il sera question 
qu'une propriete particuliere liee a Tutilisation d'une serie desoxyribo- ou 
d'une s6rie ribo-, on utilisera la denomination complete 
oligodesoxyribonucleotide ou oligoribonucleotide. Le terme "appariement" 
ou "hybridation" utilise ici signifie la formation de liaisons hydrogenes 

20 entre des paires de bases complementaires, telles que la guanine et la 
cytosine formant trois liens hydrogenes entre elles, et l'adenine et la 
thymine ou Turacile en formant deux. 
I , ETAT DE LA TECHNIQUE 

1 . 1 . Les oligonucleotides antisens modifies 

25 Les oligonucleotides antisens sont synthetises par voie chimique et 

component frequemment des modifications alterant le squelette meme de 
la molecule ou portent des groupement reactifs additionnels, localises a 
leurs extremites. Ces modifications introduces dans les oligonucleotides 
antisens ont pour buts soit d'augmenter la resistance de ces molecules a la 

30 degradation nucleolytique, soit de favoriser leurs interactions avec leurs 
cibles, soit de permettre des reactions de degradation/modification 
specifiques des cibles, ARN ou ADN, soit d'accroitre leur penetration intra- 
cellulaire. 

Les oligonucleotides antisens sont sensibles aux degradations 
35 nucleasiques, et principalement a Taction des exonucleases. Les nucleases 
se trouvent dans tous les compartiments -cellulaires et extra-cellulaires, 
en particulier dans le serum- et provoquent une degradation rapide dc ces 
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molecules. Une utilisation pharmacologique de molecules antisens 
implique la resolution de ces problemes de degradation afin d'arriver a 
une pharmacocinetique satisfaisante et done a une perennisation 
suffisante des effets de ces molecules. De nombreuses modifications 
5 chimiques permettent aux oligonucleotides antisens de devenir resistants 
aux nucleases. 

Certaines modifications affectent directement la structure ou la 
nature de la liaison phosphodiester (m6thylphosphonates, 
phosphorothioates, oligonucleotides alpha, phosphoramidates, pour citer 

10 quelques exemples), d'autres consistent en 1'addition de groupements de 
blocage aux extremites 3' et 5' des molecules (Perbost et al., 1989; Bertrand 
et al., 1989; Bazile et al., 1989; Andrus et aL, 1989; Cazenave et al., 1989; Zon, 
1988; Maher and Dolnick, 1988; Gagnor et al., 1987; Markus-Sekura, 1987). 
1.2. Ciblage des oligonucleotides antisens anti-ARN messager 

15 Toutes les regions d'un ARN messager ne sont pas sensibles de la 

meme fagon aux effets d'un oligonucleotide antisens. Un ARN messager 
n'est pas une molecule lineaire fig6e, mais au contraire une molecule 
comportant de nombreuses structurations secondaires (hybridations 
intra-moleculaires complexes), tertiaires (repliements et conformations 

20 particuiieres, pseudo-noeuds), et interagissant avec des nucleoproteines 
structurales et fonctionnelles (proteines basiques, complexes d'epissage, 
de poly-adenylation, de capping, complexe de traduction par exemple). La 
disponibilite effective et l'accessibilite des differentes regions d'un ARN 
messager va dependre de leurs engagements dans ces structurations. 

25 Correlativement, l'efficacite d'un agent inhibiteur interagissant 

avec telle ou telle sequence va dependre egalement de Tengagement de 
cette sequences dans une fonction particuiiere. Les regions cibles pour les 
molecules antisens doivent etre accessibles a Toligonucleotide. 

L'utiiisation de logiciels de prediction de structures secondaires 

30 permet de pre voir des degres d'accessibilite theoriques et done d'orienter 
le choix de cibles pour des oligonucleotide antisens. Globalement, les 
regions les plus utilisees comme cibles sont les sites de demarrage de la 
traduction (region de TAUG initiateur) ainsi que les sites d'epissage 
(jonctions SD/SA). De nombreuses autres sequences n'ayant pas de 

35 fonctionnalites particuiieres et non engagees dans des appariement intra- 
moleculaires se sont averees egalement efficaces comme cible pour des 
oligonucleotides antisens (voir les exemples cites plus loin). 
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1.3. Oligonucleotides antisens dirigts contre l'ADN 

Les oligodesoxyribonucleotides antisens peuvent egalement etre 
diriges contre certaines regions d'ADN bicatenaire (sequences 
homopurines/homopyrimidines ou riches en purines/pyrimidines) et 
5 former ainsi des triples helices (Perroualt et al., 1990; Francois et al.(A), 
1989; Francois et al.(B), 1989; Francois et al.(C), 1989; Wang et al., 1989; 
Maher et al., 1989; Sun et al., 1989; Boidot-Forget et al., 1988; Moser and 
Dervan, 1987; Dervan, 1986). Des oligonucleotides dirigees ainsi contre 
l'ADN ont ete appeles "anti-gene" ou encore "anti-code". La formation 

10 d'une triple helice, au niveau d'une sequence particuliere, peut bloquer la 
fixation de proteines intervenant dans l'expression d'un gene et/ou 
permettre d'introduire des dommages irreversibles dans l'ADN si 
l'oligonucleotide considere possede un groupement reactif particulier. De 
tels oligonucleotides antisens peuvent devenir de veritables 

15 endonucleases de restriction artificielles, dirigees a la demande contre des 
sequences specifiques. 

1.4. Mode d'action des oligonucleotides antisens 
L'hybridation entre un oligonucleotide antisens et un ARN 

messager cible peut en bloquer l'expression de plusieurs manieres, soit de 
20 facon sterique, soit de facon pseudo-catalytique (Gagnor et al., 1989; Jessus 

et al., 1988; Markus-Sekura, 1987): 

-I'interaction entre l'ARN messager et-un oligonucleotide antisens 

complementaire peut creer une barriere physique interdisant la fixation 

et/ou la progression de proteines ou de complexes proteiques necessaire a 
25 la traduction, a la maturation, a la stabilisation ou au transport de l'ARN 

messager. Ce blocage physique aboutira finalement a une inhibition de 

l'expression de l'ARN messager cibte. 

-l'hybridation entre un ARN messager et un 

oligodesoxyribonucleotide antisens va creer un substrat pour la RNase H, 
30 enzyme present dans toutes les cellules eucaryotes. La RNase H est un 

enzyme qui degrade specifiquement l'ARN lorsqu'il est hybride a de l'ADN. 

L'hybridation d'un oligonucleotide antisens ADN a un ARN cible aboutira 

done a la coupure de cet ARN cible a l'emplacement de cette hybridation, et 

done a son inactivation definitive. 
35 -Par ailleurs, comme indique plus haut, les oligonucleotides 

antisens peuvent comporter des groupement reactifs capables de produire 

directement des dommages irreversibles dans la molecules d'ARN cible. 
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En ce qui concerne les oligonucleotides antisehs diriges contre 
l'ADN ils peuvent agir soit en inhibant la fixation d'une proteine de 
regulation indispensable a l'expression du gene cible (facteur de 
transcription par exemple), soit en introduisant des dommages 

5 irreversibles (coupures, cross-links) dans la molecule d'ADN, la rendant 
inapte, localement, pour l'expression genetique. 

1.5. Exemples ^application des oligonucleotides antisens 
Les oligonucleotides antisens permettent de bloquer specifiquement 
l'expression d'ARN messagers cellulaires, par exemple de messagers de 

10 type oncogenique, (Tortora et al., 1990; Chang et al., 1989; Anfossi et al., 
1989; Zheng et al., 1989; Shuttleworth et al., 1988; Cope and Wille, 1989; 
Cazenave et al., 1989) et de nombreux differents types d'ARN messager 
viraux, provenant de virus aussi varies que le VSV (Degols et al., 1989; 
Leonetti et al., 1989), le SV40 (Westermann, et al., 1989). les virus influenza 

15 (Kabanov et al., 1990; Zerial et at., 1987), le virus de l'encephalo- 
myocardite (Sankar et al., 1989), 1'adenovirus ( Miroshnichenko et al., 
1989), le HSV (Gao et al., 1988) et le HIV (Matsukura et al., 1989; Stevenson 
et al., 1989; Matsukura et al., 1988; Goodchild et al., 1988). 
TI RESUME DE I.'INVENTION 

20 II . 1 . Problemes souleves par les applications pharmacologiques 

des antisens 

Les oligonucleotides antisens . sont done des agents 
pharmacologiques potentiels,' puissants et hautement specifiques, 
permettant d'inhiber l'expression de messagers codant pour des produits 

25 exercant des effets pathogenes. 

L'utilisation therapeutique des oligonucleotides se heurte 
cependant a plusieurs problemes de type physiologiques, en particulier 
celui de la delivrance intracellulaire de ces molecules et celui de leur 
sensibilite a la degradation nucleolytique. Certaines modifications 

30 chimiques des oligonucleotides permettent de surmonter le probleme de la 
sensibilite aux nucleases mais au prix d'un nouveau probleme, celui de la 
toxicite eventuelle des modifications chimiques introduites dans la 
molecule. 

L'utilisation des oligonucleotides antisens modifies pose en effet des 
35 problemes de nature toxicologiques. Si certaines des modifications sont 
reputees plutot neutres, la plupart ne sont pas denuees de toxicite 
potentielle. 
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Des oligonucleotides antisens modifies chimiquement peuvent 
presenter une toxicite a plusieurs niveaux, soit directement par des effets 
de la molecule entiere, soit indirectement via les effets des produits de 
degradation. Des nucleotides porteurs de modifications chimiques, et 
5 presents dans une cellule a une concentration elevee peuvent ainsi 
presenter une toxicite -et plus particulierement une genotoxicite- non 
negligeable au plan pharmacologique. 

Par exemple, de nombreux problemes souleves par Temploi 
d'oligonucleotides antisens modifies, en particulier des effets anti-viraux 

10 non sequence-specifiques, semblent bien etre dus a la nature de certaines 
des modifications chimiques introduites dans les oligonucleotides antisens 
pour les rendre resistants aux nucleases. 

Au plan toxicologique, il est done evident que moins on modifie la 
structure naturelle de Toligonucleotide, moins on risque d'etre confronte 

15 a des problemes pharmacologiques. Une molecule naturelle d'ADN ou 
d'ARN, ainsi que ses produits de degradation, ne pose pas ou peu de 
probleme de toxicologic et de pharmacocinetique, ce qui n'est pas le cas 
d'une structure modifiee pouvant donner apres metabolisation des derives 
multiples et potentieilement toxiques. 

20 Les oligonucleotides antisens peuvent egalement dans certains cas 

presenter une toxicite specifique liee a la sequence ciblee. En effet 
^oligonucleotide peut s'apparier a des sequences possedant un certain 
degre d'homologie avec la sequence cible induisant de ce fait un effet 
antisens indesire et toxique. 

25 II . 2 . Sensibilite nucleolytique des oligonucleotides antisens. 

Dans les cellules, et plus encore dans un organisme, dans la 
circulation sanguine par exemple, les oligonucleotides antisens naturels 
sont sensibles aux nucleases. 

Les nucleases sont des enzymes de degradation capables de couper 

30 les liaisons phosphodiester de TADN ou de TARN, soit en introduisant des 
coupures internes sur des molecules mono- ou bicatenaires, soit en 
attaquant ces molecules a partir de leurs extremites. Les enzymes 
attaquant de fagon interne sont appelees les endonucleases et celles 
attaquant par les extremites sont appeles exonucleases. 

35 La stabilite des oligonucleotides antisens -done leur efficacite- peut 

etre consid6rablement augment6e en introduisant diverses modifications 
chimiques les rendant resistants a la degradation comme decrit ci-dessus. 
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H est etabli que ce sont les exonucleases qui sent la principal cause de 
degradation des oligonucleotides antisens dans le serum et dans la cellule. 

Plus particulierement, il semble que les exonucleases s'attaquant a 
l'extremite 3 'OH soient surtout a incriminer dans ce phenomena 

Des modifications apportees a la structure des extremites des 
oligonucleotides antisens peuvent les proteger, bloquer les activites des 
exonucleases, et conferer aux oligonucleotides une stabilisation accrue. 

Les contraintes thermodynamiques regissant la structure des acides 
nucleiques sont plus faibles dans une molecule d'ARN que dans une 
molecule d'ADN. Ainsi, contrairement aux molecules d'ADN, les molecules 
d'ARN adoptent generalement spontanement des structures secondaires 
mediees par des appariements intramoleculaires. La structure secondaire 
des molecules d'ARN resulte directement de la sequence de ces molecules. 
Ainsi, dans le cas de molecules d'ARN antisens naturels, la sequence de la 
15 cible peut permettre l'apparition spontanee d'une structure secondaire de 
la molecule complementaire, pouvant dans certains cas augmenter sa 
resistance a la degradation nucleolytique. Compte tenu de contraintes 
thermodynamiques plus fortes, les courts fragments d'ADN synthetiques 
utilises comme agent antisens, plus rigides. n'adoptent que plus rarement 
20 des structures secondaires. et la stabilite des structures adoptees est 
generalement plus faible. Ainsi, pou de nombreuses sequences cibles, 
l'apparition d'une structure secondaire incluant l'appariement 
intramoleculaire de l'extremite 3' dans la molecule complementaire est 
improbable. 

25 Le but de la presente invention est de fournir des oligonucleotides 

antisens, notamment ne comportant que des desoxyribonucleotides 
normaux relies entre eux par une liaison phosphodiester naturelle, mais 
presentant cependant une resistance a la degradation, sans introduce de 
modifications chimiques susceptibles d'induire une toxicite, pouvant 

30 comporter toute sequence anti-sens d'interet. 

II . 3 . Oligonucleotides agrafes et semi-agrafes 
Pour ce faire la presente invention fournit une molecule 
d'oligonucleotide presentant au moins. une extremite 3" auto-appariee, 
appelee oligonucleotide semi-agrafe ou agrafe dans le cas ou l'extremite 5' 

35 de cette molecule est egalement auto-appariee. 
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Plus precisement, la presente invention a pour objet des 
oligonucleotides anti-sens semi-agrafes ou agrafes constitues d'une 
sequence oligonucleotidique dont Pextremite 3 ! ou les deux extremites 3* et 
5' sont engagees dans un auto-appariement intracatenaire impliquant 
5 Thybridation d f au moins les deux bases terminales de Pextremite 3' ou 
respectivement de chaque extremite 3* et 5\ avec un meme nombre de 
bases consecutives complementaires situees sur le brin, de maniere a 
former une boucle a Pextremite 3' ou respectivement une boucle & chaque 
extremite encadrant une sequence centrale. Selon Pinvention, d'une part, 

10 ladite sequence centrale comprend toute la sequence d'intSret 
complementaire d'une sequence cible appartenant a PADN ou 
PARNmessager dont on desire bloquer Pexpression et, d'autre part, 
lesdites boucles ont une sequence telle qu'elles ne s'hybrident pas avec le 
brin de la sequence cible. 

15 Les oligonucleotides selon la presente invention, dont les extremites 

3' et/ou 5' engagees dans des liaisons d'hybridations intramoleculaires qui 
reservent un acces reduit aux exonucleases respectivement 3* et/ou 5' et 
par suite une sensibilite reduite et une protection partielle de ces 
oligonucleotides aux activites nucleolytiques de ces enzymes. Les 

20 oligonucleotides presentant le type de structure secondaire selon la 
presente invention sont par suite stabilises dans les milieux contenant ce 
type d'activites enzymatiques comme le serum ou le milieu intracellulaire. 

Selon la presente invention, ladite sequence anti-sens d'interet ne 
se chevauche pas avec ladite sequence auto-appariee car ladite sequence 

25 anti-sens d'interet est entierement comprise dans ladite sequence 
centrale. Cette caract6ristique est particulterement avantageuse car la 
stabilite et la longueur de la structure auto-appariee sont contrdlees 
mdependamment de la sequence anti-sens, et done de la cible. Ces deux 
parametres reposent uniquement sur les caracteristiques d'un fragment a 

30 structure en agrafe rajoute a Textremite 3' ou aux deux extremites 3' et 5'. 
La stabilite de la structure en agrafe terminate depend de la nature des 
bases engagees dans Pappariement intramoleculaire et ne depend pas, 
dans ce mode de realisation, de la sequence anti-sens. Elle est, par 
consequent, independante de la sequence cible. 
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Dans un mode de realisation contraire a la presente invention, ou la 
sequence anti-sens d'interet se chevauche avec la sequence auto- 
appariee, la stabilite de la structure secondare responsable de la 
resistance aux nucleases est par principe limitee. D'une part, un 
5 appariement intramoleculaire trop stable inhiberait la formation du 
duplex cible/antisens. D'autre part, la nature des bases engagees dans 
l'appariement intramoleculaire est partiellement imposee par le choix de 
la sequence cible. Ainsi, par exemple, lorsque les bases "imposees" par la 
sequence cible dans l'appariement intracatenaire seront des adenines ou 

10 des thymines, formant des appariement moins stables, la stabilite de la 
structure secondaire induite sera plus faible que si ces bases etaient des 
guanines ou des cytosines et, par suite, la resistance aux nucleases s'en 
trouvera reduite. En outre, lorsque les bases "imposees" sont des adenines 
ou des thymines, formant des appariements moins stables, il est 

15 necessaire, pour obtenir une stabilite suffisante de la structure 
secondaire, d'augmenter la longueur du segment double-brin, et par 
consequent la longueur du fragment rajoute en 3', et par suite la longueur 
totale de l'oligonucleotide. Et, pour des stabilites de structures secondaires 
equivalentes, un oligonucleotide plus long aura davantage de chances de 

20 s'apparier de maniere non specifique et d'induire de la toxicite. Les 
oligonucleotides antisens presentent en effet parfois une toxicite 
resultant d'appariements parasites avec des sequences partiellement 
homologues a la sequence able: Dans le mode de realisation selon la 
presente invention, la stabilite des structures secondaires caracterisant 

25 les oligonucleotides agrafes ou semi-agrafes peut etre augmentee sans 
limitation, assurant ainsi une protection maximale contre les nucleases, 
sans nuire a l'hybridation de l'oligonucleotide antisens sur sa cible. 

Les oligonucleotides selon la presente invention peuvent etre 
utilises dans leur etat naturel mais peuvent cependant comporter 

30 egalement des nucleotides modifies dans leurs liaisons 
intemucleotidiques, dans les cycles osidiques ou dans les bases, dans le but 
de favoriser la penetration cellulaire, et/ou la resistance aux nucleases, 
et/ou renforcer ou stabiliser leur hybridation avec une sequence 
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complementaire. Les oligonucleotides suivant Tinvention pouvant 
comporter en outre des groupements intercalants ou reactifs, ou etre 
associes physiquement a d'autres molecules ou macromolecules dans le but 
de renforcer leur efficacite d'inhibition, leur penetration, leur affinite 
5 pour les cibles, leur ciblage cellulaire ou intracellulaire, ou pour 
optimiser toute autre propriete. 

Sont done comprises dans l'invention, toute molecule d'ADN, ou 
d'ARN, ou mixte ADN/ARN, monocatenaire, obtenue de facon biologique, 
chimique, ou par des precedes associant les techniques de la chimie de 

10 synthese a celles de la biologie et de la biochimie, dont la sequence 
primaire des nucleotides qui la composent induit Tapparition d'une 
structure secondaire particuliere definie par la presence au minimum de 
Tappariement des deux dernieres bases situees a I'extremite 3' de la 
sequence avec deux bases nucleotidiques consecutives situees au sein de la 

15 meme molecule, et presentant une resistance aux exonucleases superieure 
a celle d'un oligonucleotide de longueur et composition nucleotidique 
identique mais lineaire. 

Les molecules satisfaisant a cette definition peuvent etre 
subdivisees en deux categories, les molecules agrafes et les molecules 

20 semi-agrafes, et representees schematiquement de la maniere suivante: 



ou Pi» P2 et P3 representent les nombres de nucleotides constituant les 
boucles et sont variables d f un oligonucleotide a Tautre; 

i\2 et n3 representent les nombres de nucleotides impliques dans les 
25 appariements intracatenaires; ils sont variables d'un oligonucleotide a 
Tautre mais necessairement superieurs a 2 

II resulte de cette structure qu*a rextremite, ou aux deux extremites 3 1 et S\ 
les nj (au moins deux) bases terrninales impliquees dans un appariement 
intracatenaire sont immediatement suivies ou precedees de pj bases (au 
30 moins deux) non appariees, constituant une zone charniere en epingle a 




OUGONJUCLBOrriDE AGRAFE 



OLIGONUCLEOTIDE SEMI-AGRAFE 
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cheveux. La dite zone charniere est done adjacente a une autre zone de nj 
(au moins deux) nucleotides consecutifs complementaires des n\ dites bases 
terminates. 

La boucle constituant les agrafes comporte done une sequence 
5 oligonucleotidique charniere d'au moins 1, de preference de 3 a 25 
nucleotides, et de preference encore, de 4 a 20 nucleotides. En effet, si la 
zone charniere est de taille trop importante, la stabilite de l'hybridation 
intracatenaire se trouve fragilisee. 

Dans un mode de realisation, I'oligonucleotide agrafe est constitue 

10 par une sequence d'interet d'ADN ou mixte ADN/ARN lineaire 
complementaire d'une sequence cible d'ADN ou d'ARNm dont on desire 
bloquer L'expression, a 1'extremite 3* ou aux deux extremites 3' et 5' de 
laquelle on a rajoute une boucle consistant en une sequence d'ADN ou 
mixte ADN/ARN auto-appariee comportant 8 a 12 nucleotides, ladite 

15 sequence auto-appariee etant caracterisee par Pappariement de son 
extremite 3' avec son extremite 5' et de la totalite de ses nucleotides deux a 
deux a I'exception de ceux constituant une sequence dite charniere. Dans 
ce cas particulier d'oligonucleotide semi-agrafe, ladite boucle ou sequence 
auto-appariee est en "epingle a cheveux", Textremite 5* est appariee a 

20 Textremite V et la totalite des nucleotides n'appartenant pas a la zone dite 
charniere sont apparies deux a deux. 

Un exemple de ce type de fragment est presente sur les Figures 2, 4 
et 5 de la presente description. II s'agit, dans ce cas, d'un fragment 
octamerique dont la structure secondaire intrinseque, particulierement 

25 stable, a ete etudiee. Ce fragment appartient a une famille de fragments de 
stabilites variables, dont la presente invention a valide Tinteret en tant 
que fragment stabilisateur d'oligonucleotides semi-agrafes. On a 
demontre, selon ia presente invention, qu'il existe une correlation entre 
la stabilite thermodynamique des structures secondaires de ces fragments 

30 et la protection contre les nucleases qu'ils induisent lorsqu'ils constituent 
Tepingle a cheveux d f oligonucleotides semi-agrafes. 

On cite en particulier un oligonucleotide constitue par une 
sequence anti-sens d'interet comportant a son extremite 3' ou aux deux 
extremites 3' et 5' une boucle de 8 nucleotides dans laquelle I'auto- 

35 appariement est dii a 4 nucleotides seulement, a savoir deux GC en 5' et 3\ 
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Dans ce cas, la composition de la sequence charniere influe sur la stabilite 
de la boucle et on utilise de preference Tune des sequences GCGAAAGC, 
GCTAAAGC, GCGAGAGC, GCGATAGC, GCGAATGC, GCGTTAGC, qui forment des 
auto-appariements tres stables. 
5 Differents nucleotides peuvent rentrer dans la formulation 

d'oligonucleotides agrafes ou semi-agrafes. Les oligonucleotides agrafes et 
semi-agrafes faisant l'objet de la presente invention sont composes par 
une sequence de bases nucleotidiques comportant notamment de Tadenine 
(A), de la guanine (G), de la cytosine (C), de la thymine (T) et de l'uracile 

10 (U), reliees entre elles par des liaisons internucleotidiques, notamment 
naturelles c'est-a-dire phosphodiesters. Les formules generates de ces 
bases sont presentees en figure 1. 

Les oligonucleotides agrafes et semi-agrafes selon Tinvention 
peuvent egalement comporter des nucleotides rares (Inosine, I, ou rl par 

15 exempie) ou des nucleotides modifies, soit en serie d^soxyribo- soit en serie 
ribo-. 

Les oligonucleotides agrafes et semi-agrafes selon l'invention 
peuvent comporter des nucleotides reactifs, capables d'etablir des liens 
avec la sequence de la molecule cible complementaire a Toligonucleotide 
20 ou, dans une autre application, des liens intramoleculaires au sein m6me 
de l'oligonucleotide agrafe ou semi-agrafe. 

Ainsi, les oligonucleotides agrafes et semi-agrafes selon l'invention 
peuvent porter des groupements reactifs greffes sur les nucleotides, 
comme par exempie des groupements psoralenes, ou d'autres agents de 
25 pontage ou agents intercalant pouvant reagir avec la sequence de la 
molecule cible complementaire a roiigonucleotide. Dans un cas 
particulierement interessant des groupements reactifs greffes sur 
certains des nucleotides de Poligonucl6otide agrafe ou semi-agrafe 
pourront induire la formation d'un pontage intramoleculatre au sein 
30 meme de la molecule. 

L'oligonucleotide pourra comporter des liaisons internes produites 
par des agents reactifs appartenant ou n'appartenant pas a la structure de 
la molecule elle-meme. 

Font egalement partie de l'invention des oligonucleotides agrafes 
35 ou semi-agrafes, dits chimeriques, consumes par Tassemblage covalent de 
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fragments nucleotides et non-nucleotides. Dans un cas particulierement 
interessant d'oligonucieotide agrafe ou semi-agrafe chimerique la ou les 
dites zones charniere seront de nature non-nucieotidique. 

Font egalement partie de Tinvention des oligonucleotides antisens 
5 agrafes ou semi-agrafes couples a des molecules permettant d'accroitre 
leur penetration intra-ceilulaire, et en particulier des groupement 
lipophiles, des polypeptides ou des proteines. 

D'une facon generate les oligonucleotides agrafes ou semi-agrafes 
decrits precedemment et faisant 1'objet de Hnvention sont destines a 
10 fournir de nouveaux oligonucleotides stables capables d'etre internalises 
dans les cellules et d'interagir ensuite avec des facteurs cellulaires ou 
viraux presentant une affinite pour des sequences specifiques d'acides 
nucleiques. 

Ainsi, les oligonucleotides selon Tinvention peuvent comporter un 
15 ou des groupement(s) lipophile(s) ou toute autre structure moleculaire 
favorisant la penetration, le ciblage, 1'adressage cellulaire ou intra- 
cellulaire de ces oligonucleotides, ou stabilisant la structure de ces 
oligonucleotides. 

Les duplexes ADN/ARN sont substrats de la RNAse H. C'est pourquoi 
20 il peut etre avantageux que la dite sequence d'interet cornporte une 
sequence d l ADN ou d'ARN de maniere a former un duplex ADN/ARN avec la 
sequence cible d'ARNm ou ADN respectivement. 

Dans ce cas, il peut 4tre approprie d'avoir recours a un 
oligonucleotide mixte avec, par exemple, une fenetre d'ADN encadree par 
25 deux sequences d'ARN ou, inversement, constituant les agrafes. Des 
exemples concrets de certaines de ces structures sont representees en 
figure 4. 

Les oligonucleotides suivant Tinvention peuvent par consequent 
etre obtenus par les methodes conventionnelles de synthese des 

30 oligonucleotides naturels, par voie chimique, biologique, ou par des 
approches faisant appel a des combinaisons des techniques de la chimie de 
synthese et de la biologie moleculaire. 

Parmi les methodes qualifiees de conventionnelles, diverses 
methodes de synthase chimique d'oligonucleotides naturels ont ete 

35 developpees et sont bien connu des specialistes travaillant dans le 
domaine. Par exemple, une methode consiste a utiliser un suppon solide dit 
CPG (controlled pore glass) sur lequel le premier nucleoside est fixe 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 94/23026 



PCT/FR94/00336 



13 

covalemment par un bras de couplage, par I r interm6diaire de son 
extremite 3 'OH. L'extremite 5'OH du nucleoside est protege par un groupe 
di-p-methoxytrityl acido-labile. Cette approche, utilisant la chimie des 
phosphites triesters, et dans laquelle des desoxynucleosides 
5 3'phosphoramidites sont utilises comme synthons est appelee ia methode 
des phosphoramidites (Caruthers, 1985). Cette approche est la plus utilisee 
actuellement et presente l'avantage d'etre entierement automatique. 

Pour citer un second exemple, une autre approche utilisee pour la 
synthese d'oligonucleotides est celle de la chimie des phosphonates 
10 (Froehler et al, 1986). 

Cette approche commence par la condensation d'un 
desoxynucleoside 3'-H-phosphonate avec un deoxynucleoside couple a un 
support de verre de silice. Des cycles de condensation successifs 
conduisent a la synthese d'oligonucleotides H-phosphonates. Ces 
15 oligonucleotides sont oxides en une etape pour donner les phophodiesters. 

En utilisant Tune ou l'autre de ces techniques, ou tout autre 
procedure sequentielle permettant la synthese de chaines 
polynucleotidiques de sequence determinee a l'avance, on obtient des 
oligonucleotides presentant la structure primaire desiree. Cette sequence 
20 primaire est a l'origine des structures secondaires qu'adoptera 
spontanement ia molecule en fonction de sa sequence nucleotidique et des 
parametres physico-chimiques des solutions dans lesquelles elle se 
trouvera. 

L'obtention d'un oligonucleotide agrafe ou semi-agrafe se fera par 
25 le choix d'une sequence primaire induisant la formation a Textremite 3 1 ou 
aux deux extremites 3 f et 5 1 de la molecule des structures secondaires 
caracterisant les oligonucleotides agrafes ou semi-agrafes selon 
['invention. 

On prepare une sequence comportant ladite sequence anti-sens 
30 d'interet qui elle-meme pourrait eventueliement adopter un auto- 
appariement, et on ajoute a l'extremite 3' ou aux extremites 3' et 5' de cette 
sequence anti-sens d'interet une sequence nucleotidique supplemental 
dont la nature des bases et la longueur permettent un auto-appariement 
stable de ladite sequence supplemental impliquant au moins ses deux 
35 bases terminates en 3' pour la sequence supplemental a l'extremite 3', et 
en 5' pour la sequence supplemental a l'extremite 5' le cas echeant. 
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Les oligonucleotides agrafes et semi-agrafes faisam I'objet de 
Tinvention decrite ici pourront etre utilises dans tous les cas ou il sera 
avantageux de disposer d'un oligonucleotide incluant une sequence 
primaire definie, presentant une resistance accrue aux exonucleases et un 
5 risque moindre d'appariement avec des sequences partiellement 
complementaires par rapport a un oligonucleotide Iineaire incluant la 
meme sequence primaire. 

Les oligonucleotides agrafes et semi-agrafes pourront en 
particulier etre utilises comme agents antisens pour agir de facon 
10 specifique sur la transcription ou la traduction de proteine(s) dont on 
desire moduler le niveau d'expression dans un but de recherche ou de 
therapeutique. La presente invention a done pour objet 1'utilisation des 
oligonucleotides selon Tinvention, a titre de medicament. 

Les quelques applications possibles qui sont donnees ci-dessous ne 
15 sont que des exemples non-exhaustifs et en aucun cas limitatifs de 
situations dans iesquelles une approche de type antisens pourrait etre 
utile, et oil 1'utilisation d'oligonucleotides naturels resistants aux 
exonucleases et presentant une toxicite des plus reduites offre un 
a vantage. 

20 De facon generale, les oligonucleotides agrafes et semi-agrafes 

trouvent des terrains duplications particulierement adaptes dans le 
domaine de la dermatologie en raison de l'accessibilite des cibles a traiter, 
et de la toxicite mineure ou inexistante de ces composes. Toutes les 
affections dermatologiques, pouvant relever d'un mecanisme de 

25 dysfonctionnement genetique pour Iesquelles on peut identifier un 
facteur etiologique, en connaitre la sequence du gene, et/ou de TARN 
messager permet d'appliquer une approche anti-sens. 

L'utilisation d'oligonucleotides phosphodiesters naturels, 
presentant la toxicite la plus reduite, permet d'envisager la possibility de 

30 ce genre d'approche pour des affections graves ou mineures, et meme 
eventuellement pour des utilisations de type cosmetologiques, e'est-a-dire 
sur peau saine, et dans un domaine duplication ou les toxicites des 
produits doivent etres nulles. 

A c6te des cibles virales definies plus loin, de nombreuses maladies 

35 dermatologiques peuvent etres traitees par des oligonucleotides agrafes ou 
semi-agrafes resistants aux exonucleases. Parmi les cibles potentielles de 
telles approches, on peut noter les maladies inflammatoires telles que les 
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dermatites atopiques ou le lupus erythemateux, les maladies de la 
keratinisation comme Pichtyose et le psoriasis, et les maladies tumorales 
comme le melanome ou le lymphome T cutane. Ainsi par exemple, des 
oligonucleotides antisens agrafes ou semi-agrafes appliques a la 
5 dermatologie peuvent etre diriges contre des ARN messagers de mediateurs 
de l'infiamation comme des interleukines, contre des RNA messagers de 
proteines impliquees dans les troubles de la proliferation des cellules 
epidermiques, ou bien contre des ARN messagers codant pour des 
proteines impliquees eventueliement dans le vieillissement cutane 

10 phenotypique, comme par exemple la collagenase, l'elastase, les 
transglutaminases. 

De fagon plus generate, les oligonucleotides agrafes et semi-agrafes 
peuvent par exemple etre utilises comme agents antiviraux, antisens, que 
ce soit pour des indications topiques (dermatologiques) ou pour des 

15 indications systemiques. Par exemple, de tels oligonucleotides peuvent 
etres utilises comme agents anti-herpetiques (HSV 1 et HSV 2, CMV, EBV), 
comme agents anti-papillomavirus (HPV cutanes, g&iitaux, larynges ou 
autres), comme agents anti-hepatites (HBV, HCV, HDV), comme agents anti- 
HIV (HIV-1 et HIV-2), comme agent anti-HTLV (HTLV-1 ou HTLV-2), etc.. 

20 Ces oligonucleotides agrafes ou semi-agrafes peuvent egalement 

etre utilises comme agents de repression de l'expression de certaines 
proteines cellulaires directement responsables ou impliquees dans 
Tetiologie de maladies de la , proliferation et de la differenciation 
cellulaire. Par exemple, ces oligonucleotides agrafes ou semi-agrafes 

25 peuvent etre diriges contre Texpression d'oncogenes cellulaires hyper- 
exprimes ou exprimes de fa<;on incontroles dans des types cellulaires 
tumoraux (RAS, ERB, NEU, SIS, MYC, MYB,etc...). 

En particulier, ces oligonucleotides agrafes ou semi-agrafes 
naturels resistants aux exonucl6ases s^riques peuvent etres utilises comme 

30 agent antisens diriges contre des ARN messagers d'oncogenes exprimes 
dans des cellules leucemiques et impliques dans ieur proliferation. Dans le 
cadre du traitement de certaines leucemies, pour des greffes de moelle, les 
oligonucleotides agrafes ou semi-agrafes peuvent etres utilises dans le 
cadre d 1 applications "ex vivo". 

35 Pour ces nombreuses indications, des formulations galeniques 

adequates doivent etre £tablies afin d'optimiser la delivrance de ces 
molecules a leurs cellules cibles. Ainsi, par exemple, des oligonucleotides 
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agrafes ou semi-agrafes pourront etre encapsules dans des liposomes, des 
nano-particules, des particules LDL, ou dans tout autre type de micro- 
sphere permettant une conservation adequate, et favorisant ie ciblage. Les 
molecules oligonucleotidiques agrafes ou semi-agrafes peuvent egalement 
5 etre associees a des agents surfactants cationiques. II est bien evident que 
ces quelques exemples ne sont ni exhaustifs ni limitatifs. 

Les oligonucleotides agrafes ou semi-agrafes faisant l'objet de 
('invention decrite ici, sont done susceptibles d'etre inclus dans toutes 
sortes de preparations pharmaceutiques, parapharmaceutiques, 
10 cosmetologiques, ou destinees a des dosages d'acides nucleiques ou de 
diagnostic, a des concentrations variables selon les indications, avec les 
excipients appropries. 

La presente invention a aussi pour objet un procede de modulation 
de i'expression genetique d'une sequence cible appartenant a un ARN 
15 messager ou a un ADN, caracterise en ce qu'on hybride la dite sequence 
cible avec un oligonucleotide selon l'invention comportant une sequence 
complementaire a la dite sequence cible. 

Ce type de procede peut etre mis en oeuvre a des fins de recherche, 
therapeutique ou diagnostic, dans des conditions in vitro, in vivo ou e* 
20 vivo. 

TTT . EXEMPTS DE REALISATION S DE L'INVENTION 

D'autres caracteristiques et avantages de la presente invention 
apparaitront a la lumiere des exemples qui vont suivre en reference aux 
figures 1 a 7. 

25 La FIGURE 1 represente la structure des bases composant les 

oligonucleotides et la structure de la liaison phosphodiester reliant les 
oligonucleotides naturels entre eux. 

La FIGURE 2 represente des exemples d'oligonucleotides adoptant 
des structures secondaires en agrafe (a), en semi-agrafe (b et c) ou en 

30 semi-agrafe "epingle a cheveux\ 

La FIGURE 3 represente des exemples de methodes d'obtention 
oligonucleotides semi-agrafes avec en (a) Tobtention d'un oligonucleotide 
semi-agrafe par addition d'une structure oligonucleotidique auto-appariee 
a Textremite 3' d'un oligonucleotide lineaire; et en (b) Tobtention d'un 

35 oligonucleotide semi-agrafe par addition a Textremite 3' d'un 
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oligonucleotide lineaire (Tun autre oligonucleotide lineaire dont la 
sequence 3* terminale est complementaire a un fragment de la sequence 
du premier oligonucleotide. 

La FIGURE 4 represente en (a) les oligonucleotides agrafes (HA12), 
5 semi-agrafes (SA12, RA12, HA12/ml, RA12/ml) et lineaires (POLYA12, 
SA12/ml, HA12/m2) utilises dans les experiences de degradation par les 
enzymes s^riques; et en (b) des oligonucleotides anti-sens anti-HSV-1 
semi-agrafes (HMV10, SMV10) et lineaires (MV10, SMVlO/ml) utilises dans 
les experiences de degradation par les enzymes seriques et les tests 
10 d'inhibition de la proliferation du virus de l'herpes simplex de type 1 
(HSV-1). 

Les FIGURES 5a a 5e representent les electrophoreses en 
conditions denaturantes d'oligonucleotides agrafes, semi-agrafes ou 
lineaires apres incubation en presence de 10% de serum de veau foetal. 

15 Les FIGURES 6a et 6 b representent les demi-vies 

d'oligonucleotides agrafes, semi-agrafes ou lineaires incubes en presence 
de 10% de serum de veau foetal. 

La FIGURE 7 represente ^inhibition de la proliferation du virus de 
l'herpes simplex de type 1 (HSV-1) par un oligonucleotide anti-sens semi- 

20 agrafe (SMV10) et un mutant anti-sens lineaire cible sur la meme 
sequence (SMVlO/ml). 

Les exemples experimentaux sont donnes ci-dessous pour illustrer 
les avantages d'un oligonucleotide agrafe ou semi-agrafe incluant une 
sequence nucleotidique lineaire donnee sur des oligonucleotides incluant 

25 la meme sequence lineaire mais ne presentant de structure secondaire ni 
en agrafe, ni en semi-agrafe. Pour chaque comparaison un premier 
oligonucleotide phosphodiester lineaire a ete synthetise. 

A partir de cette sequence lineaire des oligonucleotides plus longs 
ont ete synthetises constitues de la meme sequence lineaire prolongee a 

30 son extremite 3', ou a ses deux extremites 3' et 5 f par des sequences 
oligonucleotidiques induisant Tapparition d'une structure secondaire en 
agrafe ou en semi-agrafe. Des mutants de ces molecules ont aussi ete 
synthetises par modification d ! un nombre minimum de nucleotides 
permettant la destabilisation des structures secondares en agrafe ou semi- 

35 agrafe . Ces mutants sont ainsi des molecules lineaires de longueur egale a 
celle des molecules en agrafe ou semi-agrafe et incluant la meme 
sequence lineaire initiate. 
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Exemple 1 : Resistance des oligonucleotides agrafes et 
semi-agrafe aux nucleases seriques 

Les oligonucleotides agrafes ou semi-agrafes presenters une 
5 resistance a la degradation nucleolytique superieure a celle 
d'oligonucleotides lineaires de sequence voisine lorsqu'iis sont incubes en 

presence de serum. 

Pour ces experiences deux families d'oligonucleotides ont ete 
synthetises conformement a la description ci-dessus. La premiere famille 

10 a ete construite a partir d'une sequence lineaire homonucleotidique 
polyadenylate (POLYA12), * partir de laquelle une sequence en agrafe 
(HA12) et des sequences en semi-agrafes (HA12/ml, SA12, RA12, RA12/ml) 
de natures differentes ont ete construites. Des mutants lineaires de 
longueurs egales a deux de ces molecules sont designes respectivement par 

15 HA12/m2 et SA12/ml. En guise de controle supplemental^ des 
polyadenyiates de longueurs egales a HA12, SA12 et RA12 ont egalement 
ete synthetises et etudies. La deuxieme famille a ete construite a partir 
d'un duodecamere heteronucleotidique lineaire (MV10) complementaire a 
la jonction d f epissage d'un ARN messager precoce du virus de Therpes 

20 simplex de type 1. Des sequences en semi-agrafes de differentes natures et 
de differentes tailles ont ete synthetises sur cette base lineaire : HMV10 
(semi-agrafe) et SMV10 (semi-agrafe). Un mutant lineaire de SMV10 a 
egalement ete synthetise et etudie : SMVlO/ml. Les formules chimiques de 
Tensemble de ces oligonucleotides et leur structure secondaire sont 

25 indiquees sur la figure 4. 

Pour ces experiences 1 jig de chacun des oligonucleotides 5'-32p est 
incube a 37°C dans 10 ^1 de milieu MEM contenant 10% de serum de veau 
foetal. La cinetique de la reaction est suivie jusqu'a 10 heures et les 
prelevements effectues au cours du temps analyses sur gel de 

30 polyacrylamide 20% en conditions denaturantes. Les autoradiographies 
des gels de degradation sont presentees en figure 7. Les bandes 
correspondants a la longueur initiale de chaque oligonucleotide sont 
excisees du gel et leur radioactivite mesuree par effet Cerenkov sur un 
compteur de radioactivite beta. 
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Cette mesure permet la quantification en fonction du temps de la 
proportion d'oligonucleotide non degrade et par suite une estimation 
chiffree de la cinetique de sa degradation en terme de demi-vie. Les demi- 
vies des differents oligonucleotides evaluees dans les conditions decrites 
5 ci-dessus sont recapitulees dans le tableau de la figure 6. 

Ces experiences permettent de tirer les conclusions suivantes : 

- les oligonucleotides lineaires, independamment de leur taille et de 
leur sequence sont degrades rapidement par les nucleases du serum; leur 
degradation intervient dans les premieres minutes de Tincubation et est 

10 complete apres quelques heures; 

- le temps de demi-vie d'un oligonucleotide iineaire, 
independamment de sa taille et de sa sequence en presence de 10% de 
serum de veau foetal est compris entre 30 et 60 minutes; 

- la degradation des oligonucleotides lineaires est processive, et on 
15 observe T apparition de produits de degradation de longueur decroissante, 

devenant de plus en plus courts en fonction du temps, ce qui indique que 
la degradation est principalement le fait d'exonucleases, et en particulier 
de 3'-exonucleases; 

- en revanche les oligonucleotides agrafes ou semi-agrafes sont 
20 systematiquement plus resistants a la nucleolyse par les en2ymes seriques, 

et une fraction non negligeable d'oligonucleotide non degrade reste 
detectable meme apres plusieurs heures d'incubation a 37°C; 

- les temps de demi-vie des oligonucleotides agrafes et semi-agrafes 
etudies varient d'un minimum de 2 heures a un maximum de Tordre de 8 

25 heures et sont en bonne correlation avec les stabilites respectives 
theoriques des structures secondaires en semi-agrafes dans lesquelles sont 
engagees leur extremite 3 1 (Fig.6). 

Ces r6sultats confirment que la degradation des oligonucleotides 
phosphodiesters dans le serum est principalement le fait d^xonucleases et 

30 non pas d'endonucleases et mettent en evidence la resistance a Tactivite 
nucleolytique des enymes seriques des structures en agrafe ou en semi- 
agrafe. 
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Exemple 2 : Inhibition de la proliferation du virus de 
l'herpes simplex de type I (HSV-1) par un oligonucleotide 
antisens semi-agrafe 

Les oligonucleotides SMV10 et SMVlO/ml dont les sequences sont 
5 donnees en figure 6 ont ete utilisees dans ces experiences, 
^oligonucleotide SMV10 comprend d'une part le fragment lineaire MV10. 
complementaire sur 12 bases de la jonction d'epissage d'un ARN messager 
precoce du cycle de replication du virus HSV-1 et d'autre part une 
extremite 3' prolongee en semi-agrafe octamerique. Le mutant SMVlO/ml 
10 comprend la meme sequence antisens MV10 que SMV10 mais une mutation 
a ete introduite dans la sequence octamerique terminale, mutation qui 
confere a SMVlO/ml une structure lineaire. 

Infection des cellules en presence ou en l'absence 
d'oligonucleotides 

15 Les cellules (cellules Vero ATCC cultivees en milieu Gibco-MEM 

complements de 5% de serum de veau foetal, de L-glutamine, d'acides 
amines non-essentiels et de penistrepto) sont ensemencees la veille de 
Tinfection a une densite de 50 000 cellules par puits de 2 cm2. 16 a 24 
heures plus tard, les cellules sont infectees avec HSV-1 a une multiplicity 

20 d'infection de 3 pfu/cellule en presence ou en l'absence 
d'oligonucleotides. 

50 »il d'oligonucleotides en solution dans du milieu de culture 2X 
exempt de serum sont deposes sur la monocouche cellulaire. 
50 fil de solution virale sont deposes 5 minutes plus tard. Les cellules sont 

25 incubees pendant 1 heure a 37°C et agitees precautioneusement routes les 
15 minutes. Apres 1 heure d'incubation, les 100 ml de milieu sont aspires et 
500 ml de milieu complet sont ajoutes sur les cellules. L'incubation est 
poursuivie 24 heures avant d'etre arretee par congelation des plaques 
dans l'azote liquide. 

30 Toutes les mesures d'inhibition sont effectuees en duplicat ou en 

triplicat. 

Titration du virus 

Les virus sont recuperes directement dans le milieu de culture 
apres 3 cycles rapides de congelation dans l'azote liquide - decongelation a 
35 37°C. lis sont ensuite dilues en milieu sans serum pour effectuer la 
titration proprement dite. 
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Les cellules indicatrices sont ensemencees la veille en milieu 
complet a raison de 250 000 cellules par puits de 2 cm 2. Le lendemain, le 
milieu est aspire et on depose 100 ml des differentes dilutions virales par 
puits. Apres une incubation d'une heure a 37°C avec agitation toutes les 15 
5 minutes, le milieu est aspire et les cellules sont recouvertes par du milieu 
complet (2.5% en serum) contenant 1.2% de methyl-cellulose pour une 
incubation de 3 jours a 37°C. 

Apres 3 jours, le milieu est elimine, les cellules sont fixees avec une 
solution de PBS/10% formol pendant 20 minutes puis colorees par une 

10 solution 2% cristal violet dans du PBS/20% ethanol pendant 20 minutes. 
Les plaques sont ensuite rincees et les plages comptees par transparence 
sur le negatoscope. Les titrations sont effectuees en triple pour chaque 
point. Les calculs d'inhibition sont effectues par rapport aux titres viraux 
observes en Tabsence de nucleotides. 

15 Resultats 

En experiences preliminaires, la cytotoxicity de SMV10 et SMVlO/ml 
a ete testee sur les cellules Vero. Pour des incubations de 1 heure a 37°C et 
des concentrations en oligonucleotides atteignant 50 nM aucune toxicite 
cellulaire n'a ete detectee. 
20 L'inhibition de la proliferation virale induite par SMV10 et 

SMVlO/ml, pour des concentrations allant de 10 /iM a 30 jiM est reportee 
sur la figure 7. II y apparait clairement que ^oligonucleotide semi-agrafe 
est actif k des concentrations inferieures a son mutant antisens lineaire. 
SMV10 induit 70% d'inhibition virale a 10 pM tandis que SMVlO/ml est 
25 inactif a cette concentration. 

Ce resultat confirme Tavantage, par rapport a une structure 
lineaire, du type de structure nucleotidique faisant l'objet de Tinvention, 
dans le cadre de son utilisation comme agent antisens. 

Exemple 3 : Correlation entre /a stabilite 
30 thermodynamique des structures secondaires impliquees dans 
les oligonucleotides semi-agrafes et leur resistance a la 
degradation par les nucleases seriques 

Dans ces experiences, differentes structures octameriques ayant la 
capacite d f adopter spontanement des structures secondaires en epingle a 
35 cheveux ont ete utilisees pour prolonger, en 3\ Toiigonucleotide antisens 
MV10 (ici GT3022) decrit dans les Exemples 1 et 2. Onze structures 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 94/23026 PCT/FR94/00336 



11 



octameriques de stabilites variables ont ete etudiees. Ces structures ont ete 
selectionnees suivant deux criteres: 1) leur capacite a former 
spontanement une epingle a cheveux octamerique en se repliant sur elle- 
meme; 2) leur incapacite a venir s'hybrider partiellement a la sequence 
5 de GT3022, evitant ainsi l'apparition d'une structure secondaire 
alternative dans laquelle une partie de la sequence antisens serait 
engagee. 

La mesure des temperatures de fusion de chacune de ces structures 
octameriques a ete rapportee par Hirao et al., Nucleic Acid Research, 20 

10 (15), 3891-3896, 1992. Les temperatures de fusion de ces structures 
caracterisent leur stabilite thermodynamique. Hies sont presentees dans 
le Tableau 1. Eles varient de 33°C pour la plus instable, extremite 3" de 
GT3516, a 76.5°C pour la plus stable, extremite 3' de SMV10 (ici GT3500). 
Deux d'entre elles n'ont pas de temperature de fusion, ce qui indique que 

15 leur structure secondaire presumee ne se forme vraisemblablement pas et 
que les extremites 3' des oligonucleotides (GT3517, GT3518) dont elles 
constituent l'extremite sont lineaires. II est interessant de noter que, dans 
cet exemple, toutes les epingles a cheveux sont formees par l'appariement 
intra-moleculaire d'une paire GC; ainsi, dans cet exemple, la stabilite 

20 thermodynamique des structures en epingle a cheveux est modulee par la 
composition de la boucle non-appariee de la structure. 

La resistance a la degradation par les nucleases seriques de ces 
oligonucleotides a ete analysee suivant le protocole decrit dans 
l'exemple 1. La demi-vie dans le serum de chacun de ces oligonucleotides 

15 est reportee dans le Tableau 1. 

L'ensemble des donnees presentees dans le Tableau 1 confirme que 
la presence d'une structure auto-appariee a l'extremite 3* d'un 
oligonucleotide augmente de maniere significative sa resistance aux 
nucleases seriques. Cette resistance est proportionnelle a la stabilite 

30 thermodynamique des dites structures auto-appariees. 
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IDENTIFICATEUR DE SEQUENCE 



(1) INFORMATIONS GENERALES : 



(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: 

(B) RUE: 

(C) VILLE : 

(E) PAYS : 

(F) CODE POSTAL : 

(G) TELEPHONE : 

(H) TELEFAX: 



GENSET 

1 PASSAGE ETIENNE DELAUNAY 

PARIS 

FRANCE 

75011 

33(1)43 56 5900 
33(1)43 56 26 25 



(ii)TITRE DE L'lNVENTION 



"OLIGONUCLEOTIDES AGRAFES ET 
SEMI-AGRAFES, PROCEDE DE PREPA- 
RATION ET APPLICATIONS" 



( iii ) NOMBRE DE SEQUENCES : 23 



(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR : 

(A) TYPE DE SUPPORT : DISOJJETTE 

( B) ORDINATEUR : MAC INTOSH 

(C) SYSTEME D'EXPLOITATION : MAC OS - SYSTEME 7 

(D) LOGICIEL : WORD PERFECT VERSION 2.0. 

(v) DATE DE LA DEMANDE ACTUELLE 

(A) NUMERO DE LA DEMANDE 

(B) DATE DU DEPOT: 

( vi) DATE DE LA DEMANDE ANTERIEURE : 

(A) NUMERO DE LA'DEMANDE : 93 03514 

(B) DATEDEDEPOT: 26 MARS 1993 



(2) INFORMATIONS POUR LASEQID N° : 1 : 



( i ) CARACTERISnOJJES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 12 NUCLEOTIDES 

(B) TYPE: ADN 

(C) NOMBRE DE BRINS : MONOBRIN 

(D) CONFIGURATION : LINEAIRE 



(ii) TYPE DE MOLECULE: 

(iii) ANTI-SENS : 

(iv) TYPE DE FRAGMENT : 

(v) CARACTERISTIQUE : 
(A) NOM/CLE: 



ACIDE NUCLFJOJJE 
NON 

SEQUENCE POLYADENYLATE 
POLYA12 



( vi ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQID N° : 1 : 



AAAAAAAAAA AA 
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(3) INFORMATIONS POUR LA SEQUENCE N° : 2 



( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 



(A) LONGUEUR 

(B) TYPE : 

(C) NOMBRE DE BRINS 

(D) CONFIGURATION : 



(ii) TYPE DE MOLECULE : 
{iii) ANTI-SENS : 

(iv) TYPE DE FRAGMENT : 

(v) CARACTERISTIQUE: 
(A) NOM/CLE: 



20 NUCLEOTIDES 
ADN 

MONOBRIN 

STRUCTURE SECOND AIRE AUTO- 
APPARIEE A L'EXTREMITE 3' 

ACIDE NUCLHQUE 

NON 

SEQUENCE POLYADENYLEE 
SA12 



( vi ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQID N° : 2 : 
AAAAAAAAAA AAGCGAAAGC 



20 



(4) INFORMATIONS POUR LA SEQUENCE N° : 3 
( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 



(A) LONGUEUR: 

(B) TYPE: 

(C) NOMBRE DE BRINS 

(D) CONFIGURATION : 



(ii) TYPE DE MOLECULE : 

(iii) ANTI-SENS : 

(iv) TYPE DEFRAGMENT: 

(v) CARACTERISTIQUE : 
(A) NOM/CLE: 



28 NUCLEOTIDES 
ACIDE NUCLHQUE 
MONOBRIN 

STRUCTURE SECOND AIRE AUTO- 
APPAREEE AUX EXTREMITES 
3^5' 

ACIDE NUCLBQUE 
NON 

SEQUENCE POLYADENYLEE 
HA12 



(vi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQID N° : 3 
GCGAAAGCAA AAAAAAAAAA GCGAAAGC 



28 



(5) INFORMATIONS POUR LA SEQUENCE N* : 4: 

( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 34 NUCLEOTIDES 

(B) TYPE: ADN 

(C) NOMBRE DE BRINS : MONOBRIN 

(D) CONFIGURATION : STRUCTURE SECONDARE AUTO- 

APPARIEE A L'EXTREMITE 3' 
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(ii) TYPE DE MOLECULE : 

(iii) ANTI-SENS : 

(iv) TYPE DE FRAGMENT : 

(v) CARACTERISTIQJJE : 
(A) NOM/CLE: 



ACIDE NUCLHQUE 
NON 

SEQUENCE POLYADENYLEE 



RA12 

( vi ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ.ID N° : 4 : 
AAAAAAAAAA AAGCTTCCTC CTGCGGGCGA AAGC 



34 



(6) INFORMATIONS POUR LA SEQUENCE N* : 5 : 
( i) CARACTERISTIOUES DE LA SEQUENCE : 



(A) LONGUEUR: 

(B) TYPE: 

(C) NOMBRE DE BRINS 

(D) CONFIGURATION: 

(ii) TYPE DE MOLECULE : 

(iii) ANTI-SENS : 

(iv) TYPE DE FRAGMENT : 

( v ) CARACTERISTIQUE : 
(A) NOM/CLE: 



20 NUCLEOTIDES 
ADN 

MONOBRIN 
LINEAIRE 

ACIDE NUCLHQUE 

NON 

SEQUENCE POLYADENYLEE 
SA12/ml 



( B ) AUTRES RENSEIGNEMENTS: MUTANT LINEAIRE SA 1 2 
(vi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ.ID N° : 5 : 
AAAAAAAAAA AATAGAAAGC 20 



(7) INFORMATIONS POUR LA SEQUENCE N° : 6 
( i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 



(A) LONGUEUR: 

(B) TYPE * 

(C) NOMBRE DE BRINS 

(D) CONFIGURATION: 



(ii) TYPE DE MOLECULE : 

(iii) ANTI-SENS : 

(iv) TYPE DE FRAGMENT : 



28 NUCLEOTIDES 
ADN 

MONOBRIN 

STRUCTURE SECONDAIRE AUTO- 
APPARIEE EN 3' 

ACIDE NUCLHQUE 

NON 

SEQUENCE POLYADENYLEE 
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(v) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE: 

( B ) AUTRES RENSEIGNEMENTS: 



HA12/ml 

MUTANT LINEAIRE EN 5' 
DEHA12 



( vi ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQID N° : 6 : 
CGGAAAGCAA AAAAAAAAAA GCGAAAGC 



28 



(8) INFORMATIONS POUR LA SEQUENCE N* : 7 : 
( i ) C ARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 



(A) LONGUEUR: 

(B) TYPE: 

(C) NOMBRE DE BRINS 

(D) CONFIGURATION : 

(ii) TYPE DE MOLECULE: 

(iii) ANTI-SENS : 

(iv) TYPE DEFRAGMENT: 



28 NUCLEOTIDES 
ADN 

MONOBRIN 
LINEAIRE 

ACIDE NUCLHQUE 

NON 

SEQUENCE POLYADENYLEE 



( v ) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE: 

( B ) AUTRES RENSEIGNEMENTS: 



HA12/m2 

MUTANT LINEAIRE EN 5' 
ET3* 



(vi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQID N* : 7 
CGGAAAGCAA AAAAAAAAAA TAGAAAGC 



28 



(9) INFORMATIONS POUR LA SEQUENCE N° : 8 
( i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 



(A) LONGUEUR: 

(B) TYPE : 

(C) NOMBRE DE BRINS 

(D) CONFIGURATION : 



(ii) TYPE DE MOLECULE: 

(iii) ANTI-SENS : 

(iv) TYPE DEFRAGMENT 



34 NUCLEOTIDES 
ADN 

MONOBRIN 

STRUCRURE SECONDAIRE AUTO- 
APPARIEE EN 3' 

ACIDE NUCLEIQUE 

NON 

SEQUENCE POLYADENYLEE 



( v ) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE: 

(B) AUTRES RENSEIGNEMENTS: 



RA12/ml 
MUTANT DE RA12 
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( v i ) DESCRIPTION DE IA SEQUENCE : SEQ.ID N° : 8 
AAAAAAAAAA AACGAACCTC CTGCGGGCGA AAGC 



34 



( 10) INFORMATIONS POUR LA SEQUENCE N° : 9 : 

( i ) CARACTERISTIQUES DE IA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 1 2 NUCLEOTIDES 

(B) TYPE : ADN 

(C) NOMBRE DE BRINS : MONOBRIN 

(D) CONFIGURATION : LINEAIRE 



(ii) TYPE DE MOLECULE : 

(iii) ANTI-SENS : 



ACIDE NUCLEIQUE 
OUI 



(iv) TYPE DE FRAGMENT : SEQUENCE COMPLEMENT AIRE 

A LA JONCTION D'EPISSAGE D'UN ARNm 
PRECOCE DU VIRUS HSV1 

(v) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: MV10 ou: GT 3022 

( vi ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ.ID N° : 9 : 
TTCCTCCTGCGG 12 



(11) INFORMATIONS POUR LA SEQUENCE N° : 10 : 

( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 20 NUCLEOTIDES 

(B) TYPE: ADN 

(C) NOMBRE DE BRINS : MONOBRIN 

(D) CONFIGURATION: STRUCTURE SECONDAIRE AUTO- 

APPARIEE EN 3* 



(ii) TYPE DE MOLECULE : 

(iii) ANTI-SENS : 



ACIDE NUCLEIQUE 
OUI 



(iv) TYPE DE FRAGMENT : SEQUENCE COMPLEMENTAIRE 

A LA JONCTION D'EPISSAGE D'UN ARNm 
PRECOCE DU VIRUS HSV1 

(v) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE : SMV10 

( vi ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ.ID N° : 10 : 
TTCCTCCTGC GGGCGAAAGC 20 
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(12) INFORMATIONS POUR LA SEQUENCE N* : 1 1 : 

( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 20 NUCLEOTIDES 

(B) TYPE: ADN 

(C) NOMBRE DE BRINS : MONOBRIN 

(D) CONFIGURATION : LINEAIRE 

( ii ) TYPE DE MOLECULE : ACIDE NUCLFJQUE 

(iii) ANTI-SENS : OUI 

(iv) TYPE DEFRAGMENT: SEQUENCE COMPLEMENTAIRE 

A LA JONCTION D'EPISSAGE D'UN ARNm 
PRECOCE DU VIRUS HSV1 

(v) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: SMVlO/ml 

(B) AUTRES RENSEIGNEMENTS: MUTANT LINEAIRE 

DESMV10 

( vi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQID N° : 1 1 : 
TTCCTCCTGC GGTAGAAAGC 20 

(13) INFORMATIONS POUR LA SEQUENCE N° : 12 : 

( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 28 NUCLEOTIDES 

(B) TYPE: ADN 

(C) NOMBRE DE BRINS : MONOBRIN 

(D) CONFIGURATION : STRUCTURE SECONDARE AUTO- 

APPARIEE EN 3' 

(ii) TYPE DE MOLECULE : ACIDE NUCLBQUE 

(iii) ANTI-SENS : OUI 

(iv) TYPE DE FRAGMENT : SEQUENCE COMPLEMENTAIRE 

A LA JONCTION D'EPISSAGE D'UN ARNm 
PRECOCE DU VIRUS HSV1 

( v ) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE : HMV10 

(B) AUTRES RENSEIGNEMENTS: SEQUENCE MV10 PROLONGEE 

EN 3' PAR UNE SEQUENCE 
INDUISANT UN AUTO-APPA- 
RIEMENT ET EN 5' PAR UNE 
SEQUENCE LINEAIRE 

( vi ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID N° : 12 : 
GCGAAAGCTT CCTCCTGCGG GCGAAAGC 28 
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( 14) INFORMATIONS POUR LA SEQUENCE N° : 13 : 



(ii) 



(i) 



CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 34 NUCLEOTIDES 

(B) TYPE: ADN 

(C) NOMBRE DE BRINS : MONOBRIN 

(D) CONFIGURATION : STRUCTURE SECONDAIRE 
TYPE DE MOLECULE : ACIDE NUCLHOJJE 



(iii) 



ANTI-SENS : 



OUI 



(iv) TYPE DE FRAGMENT : SEQUENCE COMPLEMENTAIRE 

A LA JONCTION D'EPISSAGE D'UN ARNra 
PRECOCE DU VIRUS HSV1 

(v) . AUTRES RENSEIGNEMENTS: SEQUENCE MV10 PROLONGEE PAR 

DES EXTREMITES 5' ET 3'APPARIEES 
ENTRE ELLES 

( vi ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ.ID N° : 13 : 
GCGAAAGCTT CCTCCTGCGG GAGGAAGCTT TCGC 34 



(15) INFORMATIONS POUR LA SEQUENCE N° : 14 : 

( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 20 NUCLEOTIDES 

(B) TYPE: ADN 

(C) NOMBRE DE BRINS : MONOBRIN 

(D) CONFIGURATION : STRUCTURE SECONDAIRE A L'EXTREMITE 

■ 3' AUTO-APPARIEE 

(ii) TYPE DE MOLECULE : ACIDE NUCLHQUE 

(iii) ANTI-SENS : OUI 

(iv) TYPE DEFRAGMENT: SEQUENCE COMPLEMENTAIRE 

A LA JONCTION D'EPISSAGE D'UN ARNm 
PRECOCE DU VIRUS HSV1 

(v) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE GT3514 

(B) AUTRES RENSEIGNEMENTS: SEQUENCE MV10 PROLONGEE 



PAR UNE SEQUENCE A STRUC- 
TURE SECONDAIRE AUTO- 
APPARIEE 



(vi) 



DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ.ID N° : 14 : 



TTCCTCCTGC GGGCCAAAGC 



20 
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(16) INFORMATIONS POUR LA SEQUENCE N° : 15 : 

( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 20 NUCLEOTIDES 

(B) TYPE: ADN 

(C) NOMBRE DE BRINS : MONOBRIN 

(D) CONFIGURATION : STRUCTURE SECOND AIRE A L'EXTREMITE 

3' AUTO-APPARIEE 

(ii) TYPE DE MOLECULE : ACIDE NUCLFJQJJE 

(iii) ANTI-SENS : OUI 

(iv) TYPE DE FRAGMENT : SEQUENCE COMPLEMENTAIRE 

A LA JONCTION D'EPISSAGE D'UN ARNm 
. . PRECOCE DU VIRUS HSV1 

(v) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE GT3515 

(B) AUTRES RENSEIGNEMENTS: SEQUENCE MV10 PROLONGEE 

PAR UNE SEQUENCE A STRUC- 
TURE SECONDAIRE AUTO- 
APPARIEE 

( vi ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ.ID N° : 15 : 
TTCCTCCTGC GGGCTAAAGC 20 



(17) INFORMATIONS POUR LA SEQUENCE N° : 16 : 

( i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 20 NUCLEOTIDES 

(B) TYPE: ADN 

(C) NOMBRE DE BRINS : MONOBRIN 

(D) CONFIGURATION : STRUCTURE SECONDAIRE A L'EXTREMITE 

3' AUTO-APPARIEE 

(ii) TYPE DE MOLECULE : ACIDE NUCLHGjJE 

(iii) ANTI-SENS : OUI 

(iv) TYPE DE FRAGMENT : SEQUENCE COMPLEMENTAIRE 

A LA JONCTION D'EPISSAGE D'UN ARNm 
PRECOCE DU VIRUS HSV1 

( v ) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE GT3516 

(B) AUTRES RENSEIGNEMENTS: 



SEQUENCE MV10 PROLONGEE 
PAR UNE SEQUENCE A STRUC- 
TURE SECONDAIRE AUTO- 
APPARIEE 
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(vi) DESCRIPTION DE IA SEQUENCE : SEQ.ID N° : 16 : 
l'TCC'ICC DGC GGGCrnTCC 20 

(18) INFORMATIONS POUR IA SEQUENCE N° : 1 7 : 

( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 20 NUCLEOTIDES 

(B) TYPE: ADN 

(C) NOMBRE DE BRINS : MONOBRIN 

(D) CONFIGURATION : LINEAIRE 

(ii) TYPE DE MOLECULE : ACIDE NUCLHQUE 

(iii) ANTI-SENS : OUI 

(iv) TYPE DE FRAGMENT : SEQUENCE COMPLEMENTAIRE 

A LA JONCTION D'EPISSAGE D'UN ARNm 
PRECOCE DU VIRUS HSV1 

(v) CARACTERISTIOJJE: 

(A) NOM/CLE GT3S17 

(B) AUTRES RENSEIGNEMENTS: SEQUENCE MV10 PROLONG EE 

A L'EXTREMITE 3 ' PAR UNE 
SEQUENCE NONAUTO- 
APPARIEE 

( vi ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQID N° : 17 : 
TICC^XIGCGGGCXnTIGC 20 

( 19) INFORMATIONS POUR LA SEQUENCE N° : 18: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR : 20 NUCLEOTIDES 

(B) TYPE: ADN 

(C) NOMBRE DE BRINS : MONOBRIN 

(D) CONFIGURATION : LINEAIRE 

(ii) TYPE DE MOLECULE : ACIDE NUCLHQJJE 

(iii) ANTI-SENS : OUI 

(iv) TYPE DE FRAGMENT : SEQUENCE COMPLEMENTAIRE 

A LA JONCTION D'EPISSAGE D'UN ARNm 
PRECOCE DU VIRUS HSV1 

(v) CARACTERISTIOUE : 

(A) NOM/CLE GT3518 

(B) AUTRES RENSEIGNEMENTS: SEQUENCE MV10 PROLONGEE 

A L'EXTREMITE 3' PAR UNE 
SEQUENCE NON AUTO- 
APPARIEE 
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( vi ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ.ID N° : 18 : 
TTCCTCCTCC GGGCAAAAGC 20 

(20) INFORMATIONS POUR LA SEQUENCE N° : 19 : 

( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 20 NUCLEOTIDES 

(B) TYPE: ADN 

(C) NOMBRE DE BRINS : MONOBRIN 

(D) CONFIGURATION : STRUCTURE SECOND AIRE A L'EXTREMITE 

3' AUTO-APPARIEE 

(ii) TYPE DE MOLECULE : ACIDE NUCLHQUE 

(iii) ANTI-SENS : OUI 

(iv) TYPE DE FRAGMENT : SEQUENCE COMPLEMENTAIRE 

A LA JONCTION D'EPISSAGE D'UN ARNm 
PRECOCE DU VIRUS HSV1 

(v) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE GT3519 

(B) AUTRES RENSHGNEMENTS: SEQUENCE MV10 PROLONGEE 

A L'EXTREMITE 3' PAR UNE 
SEQUENCE AUTO-APPARIEE 

( vi ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ.ID N° : 19 : 
TTCCTCCTCC GGGCGTAAGC 20 



( 21 ) INFORMATIONS POUR LA SEQUENCE N° : 20 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 NUCLEOTIDES 

(B) TYPE : ADN 

(C) NOMBRE DE BRINS : MONOBRIN 

(D) CONFIGURATION : STRUCTURE SECONDAIRE A L'EXTREMITE 

3' AUTO-APPARIEE 

(ii) TYPE DE MOLECULE : ACIDE NUCLHQUE 

(iii) ANTI-SENS : OUI 

(iv) TYPE DE FRAGMENT : SEQUENCE COMPLEMENTAIRE 

A LA JONCTION D'EPISSAGE D'UN ARNm 
PRECOCE DU VIRUS HSV1 

( v ) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE GT3520 

(B) AUTRES RENSEIGNEMENTS: SEQUENCE MV10 PROLONGEE 

A L'EXTREMITE 3' PAR UNE 
SEQUENCE AUTO-APPARIEE 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 94/2302* 36 PCT/FR94/00336 



(vi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQID N° : 20 : 

ncc rccrcc gggcgagagc 20 

(22) INFORMATIONS POUR LA SEQUENCE N° : 21 : 

( i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 20 NUCLEOTIDES 

(B) TYPE: ADN 

(C) NOMBRE DE BRINS : MONOBRIN 

(D) CONFIGURATION : STRUCTURE SECONDAIRE A L'EXTREMITE 

3' AUTO-APPARIEE 

(ii) TYPE DE MOLECULE : ACIDE NUCLFJQUE 

(iii) ANTI-SENS : OUI 

(iv) TYPE DE FRAGMENT : SEQUENCE COMPLEMENT AIRE 

A LA JONCTION D'EPISSAGE D'UN ARNm 
PRECOCE DU VIRUS HSV1 

( v ) C ARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE GT3521 

(B) AUTRES RENSEGNEMENTS: SEQUENCE MV10 PROLONGEE 

A L'EXTREMITE 3' PAR UNE 
SEQUENCE AUTO-APPARIEE 

( vi ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQID N* : 21 : 
TTCCTCCTGC GGGCGATAGC 20 

(23 ) INFORMATIONS POUR LA SEQUENCE NT : 22 : 

( i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 20 NUCLEOTIDES 

(B) TYPE: ADN 

(C) NOMBRE DE BRINS : MONOBRIN 

(D) CONFIGURATION : STRUCTURE SECONDAIRE A L'EXTREMITE 

3' AUTO-APPARIEE 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ACIDE NUCLFJQUE 

(iii) ANTI-SENS : OUI 

(iv) TYPE DE FRAGMENT : SEQUENCE COMPLEMENT AIRE 

A LA JONCTION D'EPISSAGE D'UN ARNm 
PRECOCE DU VIRUS HSV1 

(v) C ARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE GT3522 

(B) AUTRES RENSHGNEMENTS: SEQUENCE MV10 PROLONGEE 

A L'EXTREMITE 3' PAR UNE 
SEQUENCE AUTO-APPARIEE 
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(vi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQID N* : 22 : 
TTCCTCCTGC GGGCGAATGC 20 

(24) INFORMATIONS POUR LA SEOJJENCE N° : 23 : 

( i ) CARACTERISnOUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 20 NUCLEOTIDES 

(B) TYPE: ADN 

(C) NOMBRE DE BRINS : MONOBRIN 

(D) CONFIGURATION : STRUCTURE SECONDAIRE A L'EXTREMITE 

3' AUTO-APPARIEE 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ACIDE NUCLHQUE 

(iii) ANTI-SENS : OUI 

(iv) TYPE DE FRAGMENT : SEQUENCE COMPLEMENTAIRE 

A LA JONCTION D'EPISSAGE D'UN ARNm 
PRECOCE DU VIRUS HSV1 

( v ) C ARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE GT3523 

(B) AUTRES RENSEIGNEMENTS: SEQUENCE MV10 PROLONGEE 

A L'EXTREMITE 3' PAR UNE 
SEQUENCE AUTO-APPARIEE 

( vi ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQID N° : 23 : 
1IUC1CCTGC GGGCGTTAGC 20 
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REVENDICATIONS 

1. Oligonucleotide anti-sens semi-agrafe ou agrafe constitue d'une 
sequence oligonucleotidique dont l'extremite 3" ou les deux extremites 3' et 

5 5' sont engagees dans un auto-appariement intracatenaire stable 
impliquant l'hybridation d'au moins les deux bases terminales de 
Textremite 3' ou respectivement de chaque extremite 3* et 5", avec un 
meme nombre de bases consecutives complementaires situees sur le meme 
brin, de maniere a former une boucle a l'extremite 3' ou respectivement 

10 une boucle a chaque extremite 3' et 5' encadrant une sequence centrale, 
ladite sequence centrale comprenant une sequence anti-sens d'interet 
complementaire d'une sequence cible appartenant a un ADN ou un ARN 
messager dont on desire bloquer specifiquement l'expression et lesdites 
boucles ne comportant pas de sequences susceptibles de s'hybrider avec le 

15 brin d'ADN ou d'ARNm portant la sequence cible. 

2. Oligonucleotide semi-agrafe ou agrafe selon la revendication 1, 
caracterise en ce que la (ou lesdites) boucle(s) comporte(nt) une sequence 
de nucleotides charniere non apparies intracatenairement, de 3 a 25, de 

20 preference de 4 a 20 nucleotides. 

3. Oligonucleotide agrafe ou semi-agrafe selon l'une des 
revendications 1 ou 2, caracterise en ce qu'il est constitue par une 
sequence d'interet d'ADN ou mixte ADN/ ARN lineaire complementaire 

25 d'une sequence cible d'ADN ou d'ARNm dont on desire bloquer 
l'expression, a l'extremite 3' ou aux deux extremites 3' et 5' de laquelle on 
a rajoute une boucle conistant en une sequence d'ADN ou mixte ADN/ ARN 
auto-appariee comportant 8 a 12 nucleotides, ladite sequence auto- 
appariee etant caracterisee par Tappariement de son extremite 3' avec son 

30 extremite 5' et de la totalite de ses nucleotides deux a deux a l'exception de 
ceux constituant une sequence dite charniere. 

4. Oligonucleotide agrafe ou semi-agrafe selon l'une des 
revendications 1 ou 2, caracterise en ce que les liaisons inter- 

35 nucleotidiques sont des liaisons phosphodiesters naturelles. 
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5. Oligonucleotide selon Tune des revendications 1 a 4 caracterise 
en ce que ladite sequence anti-sens comporte une sequence d'ADN ou 
mixte ADN/ARN de maniere a former un duplex ADN/ARN avec la 
sequence cible ARNm ou ADN respectivement. 

5 

6. Oligonucleotide selon Tune des revendications 1 a 5, caracterise 
en ce qu'il comporte une partie non-nucleotidique pouvant etre un (ou 
des groupements) lipophile(s), ou tout autre structure moleculaire 
favorisant la penetration, le cibiage ou l'adressage ceiiulaire ou intra- 

10 ceiiulaire ou stabilisant la structure de ces oligonucleotides. 

7. Oligonucleotide selon la revendication 6, caracterise en ce que la 
zone charniere de la boucle est constitute par un fragment non- 
nucleotidique. 

15 

8. Oligonucleotide selon Tune des revendications 1 a 7, caracterise 
en ce qu'il comporte dans sa sequence des nucleotides modifies soit en 
serie ribo- soit en serie desoxyribo-. 

20 9. Oligonucleotide selon Tune des revendications 1 a 8 caracterise 

en ce qu'il comporte des groupements reactifs greffes sur ses nucleotides, 
comme par exempie des groupements psoralenes, ou d'autres agents de 
pontage ou agents intercalants ' pouvant reagir avec la sequence de la 
molecule cible compiementaire a ^oligonucleotide ou induire la formation 

25 de pontage intramoleculaire au sein meme de la molecule. 

10. Oligonucleotide selon Tune des revendications 1 a 8 caracterise 
en ce qu'il comporte des liaisons internes produites par des agents reactifs 
appartenant ou n'appartenant pas a la structure de la molecule elle-meme. 

11. Oligonucleotide selon Tune des revendications 1 a 10 caracterise 
en ce qu'il est constitue par une sequence anti-sens d'interet comportant 
a son extremite 3' ou aux deux extremites 3' et 5' une des sequences 
GCGAAAGC, CGCAAGC, GCGAGAGC, GCGATAGC, GCGAATGC, GCGTTAGG 



30 



35 
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12. Procede de preparation d'un oligonucleotide selon l'une des 
revendications 1 a 10, caracterise en ce qu'on prepare une sequence 
comportant ladit sequence d'interet a l'extremite 3' ou aux deux extremites 
3- et 5' de laquelle on ajoute aux sequences nucleotidiques 

5 supplemental dont la nature et la longueur permettent un auto- 
appariement intra-catenaire stable de ladite sequence supplemental 
impliquant au moins ses deux bases terminales a l'extremite 3' pour la 
sequence supplemental a l'extremite 3' et l'extremite 5' pour la 
sequence supplemental a l'extremite 5', de maniere a adopter la 

10 structure en semi-agrafe ou agrafe. 

13. Utilisation des oligonucleotides selon l'une des revendications 1 
a 11, a titre de medicament. 

15 14. Composition pharmaceutique destinee a des utilisations a visee 

therapeutique et, en particulier, a des indications en dermatologie et en 
virologie ou en cancerologie comportant, a titre de principe actif, un (ou 
plusieurs) oligonucleoude(s) selon l'une des revendications 1 a 11 avec des 
excipients pharmaceutiques appropries. 

20 

15. Utilisation des oligonucleotides selon l'une des revendications 1 
a 11 a des fins de recherche de cosmetique ou de diagnostic. 

16. Composition destinee a des usages para-pharmaceutiques et, en 
25 particulier, a des usages cosmetiques comportant a titre de principe actif, 

un (ou plusieurs) oligonucleotide(s) selon l'une des revendications 1 a 11 
avec des excipients appropries. 

17. Composition, materiel ou kit destine(e) a etre utilise(e) a des fins 
30 de dosage d'acides nucleiques ou de diagnostic, comportant un ou plusieurs 

oligonucleotide(s) selon l'une des revendications 1 a 11 avec des excipients 
appropries. 
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18. Procede de modulation de l'expression genetique d'une sequence 
cible appartenant a un ARN messager ou a un ADN, caracterise en ce 
qu'on hybride ladite sequence cible avec un oligonucleotide selon l'une 
des revendications 1 a 11, comportant une sequence compiementaire a 
5 ladite sequence cible. 
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